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Streszczenie
    Proces dojrzewania prekursorów limfocytów T w grasicy (tymocytów) składa się z kolejnych 
etapów różnicowania, selekcji i ekspansji tymocytów. W procesie dojrzewania tymocytów moż-
na wyróżnić dwa punkty kontrolne, w których wiele białek sygnałowych i czynników transkryp-
cyjnych pełni ważną rolę w szlakach sygnałowych receptorów antygenowych (pre-TCR i TCR), 
które pobudzają procesy różnicowania i selekcji. Sieroce receptory jądrowe RORg i Nur77 bio-
rą udział w procesach różnicowania i selekcji, które zależą od aktywacji pre-TCR i TCR. Białka 
RORg i Nur77 mają przeciwstawny wpływ na żywotność komórek. Receptor jądrowy RORg ak-
tywuje gen kodujący antyapoptotyczne białko Bcl-XL i jest niezbędny do przeżycia tymocytów 
CD4+CD8+, podczas gdy receptor jądrowy Nur77 indukuje apoptozę tych tymocytów CD4+CD8+, 
które zawierają TCR wykazujący zbyt wysokie powinowactwo do prezentowanych w grasicy wła-
snych antygenów.
  Słowa kluczowe:  rozwój limfocytów T • tymocyty • sieroce receptory jądrowe • selekcja negatywna • apoptoza
Summary
    T-lymphocyte development in the thymus proceeds through successive steps of differentiation, 
selection and expansion of thymocytes. Multiple signaling proteins and transcription factors play 
important roles in mediating the response to signals delivered through the pre-T-cell receptor (pre
-TCR) and T-cell receptor (TCR) at two checkpoints during T-cell development. The orphan nuc-
lear receptors RORg and Nur77 are involved in the differentiation and selection processes that 
are induced following activation of the pre-TCR and TCR, respectively, and they exert opposite 
effects on the survival of thymocytes. RORg activates the gene encoding the antiapoptotic prote-
in Bcl-XL and is required for the survival of CD4+CD8+ thymocytes, while Nur77 is involved in 
the apoptosis of CD4+CD8+ thymocytes bearing TCRs with a high afﬁ  nity for self antigens pre-
sented in the thymus.
  Key words:  T-lymphocyte development • thymocytes • orphan nuclear receptors • negative selection • 
apoptosis
*   Praca jest zmienioną i uzupełnioną częścią rozprawy habilitacyjnej pt. „Mechanizmy regulacji ekspresji i funkcji re-
ceptora jądrowego Nur77”.
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       -               -               -               -               -       1. WPROWADZENIE
Receptory jądrowe są to czynniki transkrypcyjne aktywowane 
przez ligandy, którymi są rozpuszczalne w tłuszczach hormo-
ny steroidowe (np. kortyzol i estradiol), tyroksyna, pochodne 
witamin A i D, metabolity cholesterolu i kwasów tłuszczo-
wych oraz ksenobiotyki [19]. Sierocymi receptorami jądro-
wymi są natomiast białka, których ligandy nie zostały po-
znane lub nawet białka te nie są regulowane przez naturalne 
ligandy, lecz zostały one zaklasyﬁ  kowane do nadrodziny re-
ceptorów jądrowych na podstawie analizy porównawczej se-
kwencji aminokwasowej wskazującej na obecność w biał-
ku domen typowych dla klasycznych receptorów jądrowych:
(1)    zawierającej dwa tzw. palce cynkowe domeny wią-
żącej DNA;
(2)    regionu homologicznego z domeną wiążącą ligand 
w klasycznych receptorach jądrowych.
Funkcja sierocych receptorów jądrowych jest regulowana 
na poziomie transkrypcji genów kodujących receptory ją-
drowe i fosforylacji receptorów jądrowych lub współdzia-
łających z nimi kofaktorów. Zatem sieroce receptory ją-
drowe mogą pełnić rolę w aktywacji genów regulowanych 
przez wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe. Ekspresję 
sierocych receptorów jądrowych RORg i Nur77 wykaza-
no tylko w niektórych stadiach rozwojowych prekursorów 
limfocytów T w grasicy (tymocytów), co może świadczyć 
o ich udziale w regulacji różnicowania tymocytów [26,72]. 
W procesie różnicowania tymocytów dochodzi do rearan-
żacji genów kodujących receptor dla antygenu limfocytu T 
(TCR). Celem pracy jest przedstawienie roli receptorów ją-
drowych RORg i Nur77 w różnicowaniu i selekcji komórek, 
które mogą być użyteczne w rozpoznaniu obcego antygenu.
2. LIMFOCYTY T I TYMOCYTY
Limfocytami T nazywamy komórki układu odpornościowe-
go, które na powierzchni mają receptor antygenowy (TCR). 
Nazwa limfocytów T wywodzi się od nazwy grasicy (łac. 
thymus), w której dojrzewają komórki prekursorowe lim-
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DP – tymocyty podwójnie pozytywne, tzn. CD4+CD8+ (double positive); ERK1/2 – kinazy białkowe 
ERK1 i ERK2 serynowo-treoninowe z rodziny MAPK (extracellular signal-regulated kinases); GADS 
– białko adaptorowe podobne do GRB2; GDP – guanozynodifosforan; GRB2 – białko adaptorowe 
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of T cells); LCK – cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa z rodziny Src (leukocyte-speciﬁ  c protein 
tyrosine kinase); MHC – główny kompleks zgodności tkankowej (major histocompatibility complex); 
MINK – kinaza białkowa serynowo-treoninowa (misshapen-NCK-interacting kinase-related kinase); 
NCK – białko adaptorowe (non-catalytic region of tyrosine kinase); NFAT – czynnik transkrypcyjny 
(nuclear factor of activated T cells); p38 – kinazy białkowe p38a, p38b, p38g i p38d serynowo-
treoninowe z rodziny MAPK; PLCg1 – fosfolipaza Cg1;
pre-TCR – heterodimer złożony z TCRb i pTa; RasGAP – GTP-aza Ras (Ras GTPase-activating 
protein); RasGRP1 – wymieniacz nukleotydu GDP/GTP w białku Ras (Ras guanine nucleotide 
releasing protein 1); SLP76 – białko adaptorowe (SH2-domain-containing leukocyte protein of 76 
kDa); SOS – wymieniacz nukleotydów GDP/GTP w białku Ras (son of sevenless);
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wobec samczego antygenu HY, prezentowanego przez białko MHC klasy I kodowane przez gen 
regionu D haplotypu H-2b; VAV – wymieniacz nukleotydu GDP/GTP w białkach RAC/CDC42;
ZAP70 – cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa z rodziny Syk (V-chain-associated protein kinase of 
70 kDa).
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       -               -               -               -               -       focytów T nazywane tymocytami. Ze względu na zawar-
ty receptor antygenowy limfocyty T dzieli się na komórki 
linii ab (mają TCRab) i komórki linii gd (mają TCRgd). 
Na podstawie występowania białek markerowych, takich 
jak CD4, CD8 (heterodimer CD8ab) i CD25 wyróżnia 
się wśród limfocytów T linii ab subpopulacje komórek 
CD4+CD8–CD25–, CD4+CD8–CD25+ i CD4–CD8+CD25– 
[51]. Należy jednak podkreślić, że komórki zasiedlające gra-
sicę różnicują się nie tylko w kierunku limfocytów T, ale 
również w kierunku komórek NKT, NK i komórek dendry-
tycznych pochodzenia limfoidalnego. Komórki w grasicy 
nie mają natomiast w warunkach ﬁ  zjologicznych zdolności 
do różnicowania się w kierunku limfocytów B oraz komó-
rek linii mieloidalnej i erytroidalnej [2]. Receptor TCRab 
limfocytów T CD8+ może rozpoznawać antygen (peptyd) 
prezentowany przez białka MHC klasy I, czyli cząstecz-
ki głównego kompleksu zgodności tkankowej, które wy-
stępują na większości komórek organizmu [47]. Receptor 
TCRab limfocytów T CD4+ może natomiast rozpoznawać 
antygen (peptyd) prezentowany przez białka MHC klasy 
II, które występują na profesjonalnych komórkach pre-
zentujących antygeny (APC), takich jak makrofagi, lim-
focyty B, komórki dendrytyczne oraz komórki epitelialne 
kory i rdzenia grasicy [4,37,47]. Białka markerowe CD4 
i CD8 są nazywane koreceptorami, gdyż wiążą się z nie-
polimorﬁ  czną częścią MHC i współdziałają z receptorem 
TCRab w rozpoznawaniu MHC. Koreceptor CD8 rozpo-
znaje MHC klasy I, podczas gdy koreceptor CD4 rozpozna-
je MHC klasy II. Większość dojrzałych komórek T CD8+ 
pełni funkcje cytotoksyczne, podczas gdy większość kon-
wencjonalnych komórek T CD4+CD25– pełni funkcje po-
mocnicze. Komórki T CD4+CD25+ są limfocytami T re-
gulatorowymi i pełnią funkcje supresorowe.
Cząsteczki MHC klasy I prezentują peptydy będące pro-
duktem rozkładu przez proteasom białek endogennych (za-
równo prawidłowych białek własnych, jak i białek obcych 
lub nieprawidłowych białek własnych) – w konsekwencji 
limfocyt T CD8+ może powodować lizę komórki zakażonej 
przez mikroorganizmy (wirusy, bakterie wewnątrzkomór-
kowe) lub transformowanej nowotworowo [47]. Cząsteczki 
MHC klasy II prezentują głównie peptydy egzogenne, wy-
wodzące się z trawionych białek zewnątrzkomórkowych, 
które dostają się do komórki drogą fagocytozy lub pino-
cytozy. Cząsteczki MHC klasy II mogą również prezen-
tować peptydy endogenne będące produktem autofagocy-
tozy (autofagii) własnych elementów struktury komórki 
[24,114]. Komórki dendrytyczne mogą prezentować limfo-
cytom T egzogenne antygeny zarówno w kontekście MHC 
klasy II, jak i krzyżowo w kontekście MHC klasy I [44].
3. STADIA RÓŻNICOWANIA TYMOCYTÓW
Tymocyty różnicują się z zasiedlających grasicę komórek 
progenitorowych, które wywodzą się ze szpiku kostnego 
[14,49,115]. Komórki te mają receptor kwasu hialuronowe-
go (marker CD44) i receptor czynnika wzrostowego ko-
mórek macierzystych (białko cKit, marker CD117). Na ko-
mórkach zasiedlających grasicę dochodzi do krótkotrwałej 
ekspresji markera CD4 (komórki CD117+CD44+CD4niski). 
W następnych stadiach różnicowania tymocyty, które jesz-
cze nie mają koreceptorów CD4 i CD8 (CD4–CD8–), są 
określane jako tymocyty podwójnie negatywne (DN). Na 
podstawie ekspresji markerów CD44 i CD25 (podjednostka 
a receptora interleukiny 2) wyróżniono kolejne stadia róż-
nicowania tymocytów DN: CD117+CD44+CD25– (DN1), 
CD117+CD44+CD25+ (DN2), CD117niskiCD44–CD25+ 
(DN3), CD117–CD44–CD25– (DN4) [32,84] (ryc. 1).
Tymocyty DN1 intensywnie proliferują i stanowią bardzo 
heterogenną populację komórek, wśród których są najwcze-
śniejsze komórki prekursorowe różnicujące się do limfocy-
tów T [60,84]. Rozwój tymocytów DN1 w kierunku limfo-
cytów B jest hamowany przez aktywację receptorów Notch. 
Receptorowe białka Notch występują na powierzchni ty-
mocytów i mogą oddziaływać z ligandami, takimi jak biał-
ka rodzin Delta (Delta-like) i Jagged, które są prezentowa-
ne przez komórki zrębu grasicy [101]. Aktywacja Notch 
powoduje proteolityczne odszczepienie wewnątrzkomór-
kowego fragmentu Notch (Notch-ICD, Notch intracellu-
lar domain), który ulega translokacji do jądra komórki. 
W jądrze Notch-ICD łączy się z czynnikiem transkrypcyj-
nym RBPJ (recombination site binding protein J). Białko 
RBPJ jest związane z odpowiednim elementem odpowie-
dzi w DNA i bez połączenia z Notch-ICD jest represorem 
genu. W kompleksie z Notch-ICD białko RBPJ staje się na-
tomiast aktywatorem transkrypcji genów biorących udział 
w różnicowaniu tymocytów [84,102].
Tymocyty DN1 różnicują się do tymocytów DN2, które 
migrują w korze grasicy z przestrzeni okołonaczyniowej 
w kierunku warstwy komórek epitelium pod torebką gra-
sicy [84]. W czasie migracji następuje wzrost ekspresji 
markera CD25 na powierzchni tymocyta (w stadium DN2) 
i stopniowo obniżenie ekspresji markerów CD117 (w sta-
diach DN2 i DN3) oraz CD44 (w stadium DN3) [4,84,96]. 
Tymocyty DN1 i DN2 mogą różnicować się w kierunku 
komórek T linii ab i gd, ale mogą jeszcze różnicować się 
do komórek NK, komórek dendrytycznych i nawet do ma-
krofagów [25,49,101,115]. Przeżycie tymocytów we wcze-
snych stadiach różnicowania DN1 i DN2 zależy od odpo-
wiedniej stymulacji czynnikami wzrostowymi, takimi jak 
SCF (czynnik wzrostowy komórek macierzystych) i inter-
leukina 7, które działają za pośrednictwem receptora SCF 
(białko cKit) i receptora interleukiny 7. Interleukina 7 jest 
niezbędna w indukcji proliferacji tymocytów stadium DN2 
i ekspresji genu Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence 
1), który koduje białko antyapoptotyczne z rodziny Bcl-
2 [2,122]. Białko Mcl-1 chroni przed apoptozą tymocyty, 
w których rozpoczynają się rearanżacje genów kodujących 
receptory antygenowe. Dalszy rozwój tymocytów do ko-
mórek T linii ab nie wymaga stymulacji przez interleu-
kinę 7. Za to interleukina 7 jest niezbędna w różnicowa-
niu komórek T linii gd [88]. Szlaki sygnałowe inicjowane 
przez receptor interleukiny 7 pobudzają rearanżację locus 
TCRg i przypuszczalnie dlatego komórki z dużą liczbą re-
ceptorów tej interleukiny mają większy potencjał rozwo-
jowy w kierunku komórek T linii gd, niż tymocyty z ni-
ską liczbą receptorów interleukiny 7, które różnicują się 
preferencyjnie do komórek T linii ab [79]. Dalsze różni-
cowanie tymocytów zależy od wyniku rearanżacji genów 
kodujących receptory antygenowe.
4. REARANŻACJE GENÓW KODUJĄCYCH RECEPTORY ANTYGENOWE
Rearanżacją locus TCR (a, b, g, d) jest nazywany proces 
rekombinacji somatycznej genów kodujących TCR, który 
polega na charakteryzującym się zmiennością przemiesz-
Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 522-536
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       -               -               -               -               -       czaniem i delecją sekwencji DNA (minigenów) w obrębie 
określonych segmentów V/D/J (variable/diversity/joining 
segments), co powoduje nieodwracalne utworzenie sekwen-
cji genów kodujących receptory TCRgd lub TCRab o uni-
katowej swoistości rozpoznawanego antygenu. Najbardziej 
zmienny region w łańcuchach polipeptydowych podjedno-
stek TCRa (VaJa/Ca) i TCRb (VbDbJb/Cb) receptora anty-
genowego jest kodowany przez region DNA będący miej-
[ DP ]
CD4 CD8
++
TCRαβ
Rearanż acja
 TCR locus α
2. Punkt kontrolny:
selekcja pozytywna 
i negatywna
Kora grasicy
[ DP ]
CD4 CD8
++
TCRαβ
wysoki
CD69
+
Apoptoza
CD4 CD8
++
TCRαβ
DN4
CD44 CD25
--
pre-TCR
DN4
CD44 CD25
--
pre-TCR
DN4
CD44 CD25
--
pre-TCR
DN4
CD44 CD25
--
pre-TCR
[ ISP ]
CD4 CD8
- niski
pre-TCR
CD44 CD25
-+
Apoptoza
Locus TCR
nie koduje białka
β
CD4 CD8
-
ni ski
pre-TCR
DN3a
CD44 CD25
-+
Rearanż acja
 TCR locus β
1. Punkt kontrolny:
selekcja β
DN3b
CD44 CD25
-+
pre-TCR
[ ISP ]
Komórka
progenitorowa
DN1
CD44 CD25
+-
DN1
CD44 CD25
+-
DN1
CD44 CD25
+-
DN1
CD44 CD25
+-
DN2
CD44 CD25
++
DN2
CD44 CD25
++
DN2
CD44 CD25
++
+IL-7
+IL-7
+IL-7
+IL-7
Tγδ
Grasica
CD4 CD8
-+
TCRαβ
wysoki
CD4 CD8
+- CD24
wysoki
Rdzeń  grasicy ?
Apoptoza
Apoptoza
Treg
[ SP ]
CD8
+
TCRαβ
[ SP ]
CD4 CD25
++
TCRαβ
TCRαβ
wysoki
CD24
wysoki
[ SP ]
CD4 CD25
+-
TCRαβ
pre-TCR
TCRαβ
proliferacja
Ryc. 1.   Różnicowanie komórek T linii αβ w grasicy. 
Przedstawiono kolejne stadia rozwojowe 
tymocytów podwójnie negatywnych (DN1, 
DN2, DN3a, DN3b, DN4), niedojrzałych 
tymocytów pojedynczo pozytywnych 
(ISP), tymocytów podwójnie pozytywnych 
(DP) i dojrzałych tymocytów pojedynczo 
pozytywnych (SP). Oznaczenia: Tgd – 
komórki T linii γδ; Treg – naturalne limfocyty 
T regulatorowe. Wyjaśnienie pozostałych 
oznaczeń jest w wykazie skrótów i tekście
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       -               -               -               -               -       scem łączenia segmentów V(D)J w procesie odznaczającym 
się dużą zmiennością [55]. Rearanżacja genów kodujących 
podjednostki TCRg (VgJg/Cg) i TCRd (VdDdJd/Cd) rozpoczy-
na się w stadium różnicowania DN2. Tymocyty, w których 
rearanżacje genów TCRg i TCRd nie doprowadziły do po-
wstania funkcjonalnego receptora TCRgd, wciąż mają szan-
se na rozwój w kierunku komórek T linii ab. Rearanżacja 
genu TCRb zachodzi najczęściej w stadiach DN2 i DN3. 
W przypadku nieproduktywnego wyniku rearanżacji jed-
nego allelu locus TCRb jest podejmowana próba rearan-
żacji drugiego allelu [62,110].
Łańcuch polipeptydowy TCRb w wyniku połączenia 
mostkiem dwusiarczkowym z niezmiennym łańcuchem 
polipeptydowym pTa tworzy stabilny heterodimer pre-
TCR [36,55]. Produktywne rearanżacje loci TCR skut-
kują ekspresją genów kodujących receptory TCRgd lub 
pre-TCR. Komórki w stadium DN3 stanowią heterogen-
ną populację komórek, gdyż część komórek należy do 
subpopulacji małych komórek bez receptora TCRgd lub 
pre-TCR (stadium DN3a), a część komórek należy do 
subpopulacji większych komórek (stadium DN3b), któ-
re już mają na powierzchni receptor TCRgd lub pre-TCR 
i mogą aktywować wewnątrzkomórkowe białka sygnało-
we (ryc. 1). TCRgd lub pre-TCR są eksponowane na po-
wierzchni komórki w kompleksie z białkami CD3, które 
występują w postaci dimerów CD3ge, CD3ed i zz [121]. 
Zewnątrzkomórkowe domeny białek CD3ge i CD3ed od-
działują z TCR, podczas gdy części cytoplazmatyczne 
białek CD3 zawierają motywy ITAM (immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif). Łańcuchy V zawierają 
trzy motywy ITAM, a po jednym motywie ITAM mają 
pozostałe białka kompleksu CD3. Motywy ITAM zawie-
rają reszty dwóch tyrozyn, które są fosforylowane przez 
białkową kinazę tyrozynową w wyniku aktywacji kom-
pleksu TCR/CD3. Sekwencje ITAM z fosforylowanymi 
resztami tyrozyn stanowią miejsca zakotwiczenia bia-
łek sygnałowych, które dokonują tłumaczenia informa-
cji o aktywacji TCR/CD3 przez ligand (peptyd/MHC) na 
sekwencje zmian biochemicznych, takich jak fosforyla-
cje białek, wytwarzanie wtórnych przekaźników sygna-
łu i aktywacje genów.
Indukcja różnicowania tymocytów linii ab ze stadium 
DN3 do DN4 wymaga współdziałania aktywacji Notch 
i pre-TCR [38,103,107]. W stadium DN4 tymocyty inten-
sywnie proliferują i następnie różnicują się do komórek 
CD4+CD8+, które są nazywane tymocytami podwójnie po-
zytywnymi (DP). W wyniku rearanżacji locus TCRa re-
ceptor pre-TCR jest w tymocytach stadium DP zastępo-
wany przez receptor TCRab.
Rearanżacja locus TCRa może zachodzić jednocześnie na 
obu chromosomach i jest procesem mniej złożonym od re-
aranżacji locus TCRb, gdyż są łączone segmenty Va i Ja. 
Rearanżacje locus TCRa zachodzą w tymocytach DP, cho-
ciaż czasami mogą zachodzić już w końcowym stadium 
DN4 [96]. W wyniku rearanżacji locus TCRa ekspresja 
genów kodujących receptor TCRgd jest już niemożliwa 
z dwóch powodów:
(1)   rearanżacja  VaJa powoduje delecję locus TCRd, któ-
ry jest umiejscowiony między segmentami Va i Ja;
(2)    transkrypcja genu VgJg/Cg zostaje wyciszona w ko-
mórkach T linii ab [28,42].
5. PUNKTY KONTROLNE RÓŻNICOWANIA TYMOCYTÓW
W procesie różnicowania tymocytów w kierunku limfocytów 
T linii ab można wyróżnić przynajmniej dwa punkty kon-
trolne: selekcję b w stadium DN3 oraz selekcję pozytyw-
ną i selekcję negatywną w stadium DP [52,54,81,104,108]. 
W pierwszym punkcie kontrolnym, który decyduje o dal-
szym rozwoju komórek T linii gd lub ab, aktywacja szla-
ków sygnałowych receptora TCRgd lub pre-TCR dostarcza 
sygnałów ratujących tymocyty DN3 przed apoptozą (ryc. 
1). Z kolei w drugim punkcie kontrolnym tymocyty DP są 
ratowane przed apoptozą przez sygnały selekcji pozytyw-
nej, które zależą od aktywacji TCRab. Selekcja pozytywna 
do dalszego różnicowania dopuszcza tymocyty z TCRab 
użytecznym, tzn. zdolnym do rozpoznania obcego antyge-
nu w kontekście MHC i aktywacji wewnątrzkomórkowych 
białek sygnałowych. Skutkiem selekcji pozytywnej jest roz-
wój tymocytów DP w kierunku dojrzałych komórek T, któ-
re mają tylko jeden koreceptor (CD4 lub CD8) i dlatego są 
określane jako tymocyty pojedynczo pozytywne (SP) (ryc. 
1). W drugim punkcie kontrolnym są również w procesie 
selekcji negatywnej eliminowane potencjalnie autoreaktyw-
ne limfocyty T, głównie za pośrednictwem apoptozy w na-
stępstwie zbyt silnej aktywacji TCRab. Część negatywnie 
selekcjonowanych tymocytów nie ulega jednak apoptozie, 
ale kontynuuje rearanżację locus TCRa, która prowadzi do 
zmiany swoistości receptora TCRab lub opuszczające gra-
sicę komórki T są w stanie anergii [34,74].
6. PIERWSZY PUNKT KONTROLNY RÓŻNICOWANIA TYMOCYTÓW: 
WYBÓR LINII gd LUB ab (SELEKCJA b)
W pierwszym punkcie kontrolnym jest podejmowana decy-
zja o dalszym różnicowaniu tymocytu albo w kierunku lim-
focytu T linii gd, albo w kierunku limfocytu T linii ab. Do 
dalszego rozwoju w kierunku komórek T linii ab są selek-
cjonowane tylko te tymocyty, w których produktem zrearan-
żowanego genu TCRb jest łańcuch polipeptydowy zdolny do 
utworzenia heterodimeru z podjednostką pTa (stąd nazwa: 
selekcja b). Przypuszczalnie silny sygnał aktywacji receptora 
antygenowego (TCRgd lub przedwczesnego TCRab) deter-
minuje rozwój tymocytów w kierunku limfocytów T linii gd 
[60]. Przeciwnie zaś, słabsza aktywacja białek sygnałowych 
przez pre-TCR, we współdziałaniu ze szlakiem sygnałowym 
Notch, pobudza różnicowanie tymocytów myszy w kierunku 
limfocytów T linii ab [42,62]. W wyniku selekcji b w ty-
mocytach dochodzi do wyciszenia transkrypcji genu kodu-
jącego TCRg [28]. Jednak tymocyty, które otrzymały sygnał 
od pre-TCR do różnicowania w kierunku komórek T linii 
ab mogą w wyniku silnej aktywacji kompleksu TCR/CD3 
in vitro jeszcze ulec konwersji do komórek T linii gd [60]. 
Także przedwczesna ekspresja transgenów TCRaTbT w ty-
mocytach DN może pobudzać różnicowanie takich tymo-
cytów w kierunku komórek T linii gd, które wówczas nie 
rozpoczynają rearanżacji locus TCRa i opuszczają grasicę 
jako funkcjonalne komórki „gd”, ale z receptorem TCRaTbT 
[15,111]. Natomiast u myszy nietransgenicznej rearanżacja 
locus TCRa prowadzi do usunięcia locus TCRg, co unie-
możliwia konwersję komórek T linii ab do linii gd.
6.1. Szlaki sygnałowe pre-TCR
Kompleks białek pre-TCR/CD3 jest połączony z kina-
zą białkową LCK [55]. Pre-TCR na powierzchni komór-
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sygnałowych w komórce [120]. Aktywacja kompleksu 
pre-TCR/CD3 powoduje aktywację kinaz tyrozynowych 
LCK i ZAP70 oraz fosforylację ważnych białek adaptoro-
wych: zakotwiczonego w błonie komórkowej białka LAT 
oraz cytosolowego białka SLP76 [109,110]. Pre-TCR ule-
ga następnie szybkiej internalizacji i degradacji [3,109].
U myszy z nokautem Slp76–/– obserwowano całkowite za-
hamowanie różnicowania tymocytów w stadium DN3 oraz 
złamanie zasady wyłączenia allelicznego [59]. Terminem 
„wyłączenie alleliczne” (allelic exclusion) w tym wypad-
ku określa się zahamowanie rearanżacji drugiego allelu 
locus TCRb, a ściślej odstąpienie od połączenia segmentu 
Vb ze zrearanżowanym regionem DbJb [55]. Fenotyp myszy 
Slp76–/– wskazuje zatem na rolę białek sygnałowych (rekru-
towanych do kompleksu pre-TCR/CD3 za pośrednictwem 
białka SLP76) w przekazaniu informacji o powstaniu pro-
duktywnej rearanżacji locus TCRb w postaci sygnału do 
wyłączenia rearanżacji drugiego allelu locus TCRb i do 
ekspansji (głównie w stadium DN4) tylko tych klonów ty-
mocytów, w których proces rearanżacji locus TCRb dopro-
wadził do utworzenia funkcjonalnego TCRb [59]. Istotną 
rolę w przeżyciu tymocytów stadium DN4 pełni białko an-
tyapoptotyczne Bcl-2A1 (Bcl-2-related protein A1) w bło-
nie mitochondrium [68,122]. Ekspresja genu Bcl-2A1 jest 
indukowana przez zależną od pre-TCR aktywację czynnika 
transkrypcyjnego NF-kB [68]. Tymocyty w stadium różni-
cowania DN4 rozpoczynają migrację z części podtorebko-
wej grasicy przez korę w kierunku rdzenia grasicy [4,96]. 
Różnicowanie tymocytów DN4 postępuje poprzez przejścio-
we stadium ISP (CD4niskiCD8– lub CD4–CD8niski) do stadium 
komórek DP [81] (ryc. 1). Podsumowując, występowanie 
pre-TCR na powierzchni komórki wskazuje na produktyw-
ną rearanżację locus TCRb i w konsekwencji powoduje wy-
łączenie rearanżacji drugiego allelu locus TCRb, ponadto 
ratuje tymocyty przed apoptozą oraz indukuje ekspansję 
klonalną i prowadzi do ekspresji koreceptorów CD4/CD8 
w następnym stadium różnicowania komórek T linii ab.
6.2. Rola sierocego receptora jądrowego RORgt 
w rozpoczęciu rearanżacji locus TCRa oraz 
w przeżyciu tymocytów wczesnego stadium 
CD4+CD8+
Konsekwencją selekcji b jest faza ekspansji tymocytów 
z produktywną rearanżacją locus TCRb. Tymocyty inten-
sywnie proliferują w stadiach rozwojowych DN4 i ISP (ryc. 
1). Jednak w następnym stadium różnicowania, czyli w ty-
mocytach DP, zachodzą procesy rearanżacji locus TCRa. 
Zatrzymanie proliferacji tymocytów jest warunkiem nie-
zbędnym do rozpoczęcia rearanżacji genu. W jaki sposób 
na poziomie molekularnym jest koordynowane wyhamo-
wanie proliferacji komórki i rozpoczęcie rearanżacji locus 
TCRa? Aby odpowiedzieć na to pytanie, należy wyjaśnić 
relacje między trzema czynnikami transkrypcyjnymi: Egr3, 
Id3 i RORgt. Aktywacja pre-TCR prowadzi do zwiększe-
nia stężenia czynników transkrypcyjnych rodziny Egr 
(early growth response), które następnie indukują ekspre-
sję genu kodującego białko represorowe Id3 (inhibitor of 
DNA binding 3) [119]. Z kolei białko Id3 jest represorem 
genu kodującego receptor jądrowy RORgt [117,119]. Białko 
RORgt jest występującą w tymocytach izoformą czynnika 
transkrypcyjnego RORg (retinoic acid receptor-related or-
phan receptor g), który jest sierocym receptorem jądrowym 
(tzn. nie zidentyﬁ  kowano liganda receptora). Na znaczenie 
RORgt w różnicowaniu tymocytów wskazuje obserwowa-
ne u myszy z nokautem RORg–/– zahamowanie różnicowa-
nia tymocytów stadium ISP do tymocytów DP oraz obni-
żenie żywotności tymocytów DP [39]. Białko Egr3 może 
tworzyć kompleksy z białkiem RORgt hamując ekspresję 
genów aktywowanych przez RORgt [119]. Podsumowując, 
szlaki sygnałowe pre-TCR, za pośrednictwem czynników 
transkrypcyjnych Egr3 i Id3, powodują wyciszenie ekspre-
sji i funkcji receptora jądrowego RORgt.
Jednak wraz z kolejnymi podziałami tymocytów stadium 
DN4 stężenie białka Egr3 w komórce obniża się poniżej 
stężenia niezbędnego do podtrzymania ekspresji genu ko-
dującego represor Id3. Wyciszenie ekspresji Id3 prowadzi 
natomiast do wzrostu stężenia białka RORgt. Białko RORgt 
jest w tymocytach aktywatorem transkrypcji m.in. genów 
kodujących białko Cpeb4 (cytoplasmic polyadenylation ele-
ment binding protein 4), rekombinazę Rag2 (recombina-
tion activating gene 2) oraz antyapoptotyczne białko Bcl-
XL [119]. Aktywność białka Cpeb4 powoduje zatrzymanie 
proliferacji tymocytów i wówczas rekombinaza Rag2 może 
rozpocząć rearanżacje locus TCRa.
W tymocytach myszy z nokautem genu RORg–/– odnoto-
wano jedynie śladową ilość białka Bcl-XL, co wskazuje na 
ważną rolę białek RORg w indukcji ekspresji genu bcl-x 
kodującego Bcl-XL [117]. Białko Bcl-XL przypuszczalnie 
chroni przed apoptozą tymocyty wczesnego stadium DP, 
w których jeszcze może dojść do produktywnej rearanżacji 
locus TCRa i do ratującej przed apoptozą aktywacji recep-
tora TCRab przez ligandy selekcjonujące pozytywnie [18].
7. DRUGI PUNKT KONTROLNY: SELEKCJA POZYTYWNA I NEGATYWNA 
TYMOCYTÓW Z TCRab
Wytworzone receptory TCRab o unikalnej swoistości wo-
bec antygenów prezentowanych w kontekście MHC mogą 
być dla organizmu użyteczne, bezużyteczne lub nawet szko-
dliwe [112,113]. Limfocyty T są dla organizmu użyteczne, 
jeżeli za pomocą TCRab mogą rozpoznawać obce anty-
geny, prezentowane w kontekście cząsteczek MHC przez 
inne komórki organizmu. Użyteczny TCRab musi rozpo-
znawać MHC klasy I lub II (gdyż w przeciwnym wypadku 
byłby receptorem bezużytecznym), ale nie może rozpozna-
wać własnych antygenów organizmu w kontekście MHC 
(gdyż w przeciwnym wypadku wyposażone w taki recep-
tor limfocyty T mogłyby być szkodliwe dla organizmu). 
W drugim punkcie kontrolnym są pobudzane do dalszego 
rozwoju tymocyty, których TCRab jest receptorem uży-
tecznym i proces ten jest nazywany selekcją pozytywną. 
Natomiast tymocyty z potencjalnie szkodliwym TCRab są 
eliminowane w procesie selekcji negatywnej. Przykładowo, 
receptor TCRab anty-HY/Db rozpoznaje samczy antygen 
HY w kontekście H-2Db. Antygen HY nie występuje u sa-
mic. Tymocyty z receptorem TCRab anty-HY/Db u my-
szy z haplotypem H-2b są więc selekcjonowane pozytyw-
nie u samic i negatywnie u samców (ryc. 2).
7.1. Rola białek Bax i Bak w apoptozie tymocytów
W procesie różnicowania tymocyty DP są zaprogramowa-
ne do apoptozy, jeżeli w określonym czasie nie otrzymają 
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śmiercią „przez zaniedbanie” [55,95] (ryc. 2). Brak białka 
antyapoptotycznego może być wystarczający do indukcji 
apoptozy tymocytów z bezużytecznym TCRab w wyniku 
spontanicznej aktywacji białek Bax (Bcl-2-associated X 
protein) i Bak (Bcl-2-antagonist/killer), które są białkami 
proapoptotycznymi z rodziny Bcl-2 [122]. Do rodziny Bcl-
2 są klasyﬁ  kowane białka, które mają przynajmniej jed-
ną z czterech konserwowanych domen BH1-BH4 (Bcl-2 
homology domains). Białka rodziny Bcl-2 można podzie-
lić na proapoptotyczne (m.in. Bax, Bak, Bim) i antyapop-
totyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-2A1) [1,122]. Białka 
proapoptotyczne eksponują na zewnątrz proapoptotyczną 
sekwencję BH3. W strukturze białek antyapoptotycznych 
jest natomiast formowana szczelina hydrofobowa (utwo-
rzona przez helisy a domen BH1, BH2 i BH3), która może 
pomieścić helisę amﬁ  patyczną BH3 inaktywowanego biał-
ka proapoptotycznego [1]. Rola antyapoptotyczna białek 
Bcl-2 i Bcl-XL polega właśnie na wiązaniu i tym samym 
neutralizacji wolnych sekwencji proapoptotycznych BH3. 
Tymocyty wczesnego stadium DP są chronione przed apop-
tozą przez białko Bcl-XL, które w następstwie selekcji po-
zytywnej jest zastępowane przez białko Bcl-2.
Białka Bax i Bak działają redundantnie jako induktory 
apoptozy [83]. Bax i Bak występują w komórce w postaci 
nieaktywnej: Bax występuje w cytosolu w postaci mono-
merycznej, podczas gdy Bak jest umiejscowiony w błonie 
mitochondrialnej, ale nie jest aktywny, gdyż tworzy kom-
pleks z białkami antyapoptotycznymi Bcl-XL lub Mcl-1 
[122]. Brak sygnału ratującego komórkę przed apopto-
zą sprzyja spontanicznej aktywacji Bax i Bak. W wy-
niku aktywacji białko Bax ulega translokacji z cytosolu 
do zewnętrznej błony mitochondrium. Następnie aktyw-
ne białka Bax i Bak oligomeryzują w błonie mitochon-
drium i tworzą kompleks przepuszczalny dla niektórych 
białek mitochondrialnych (w tym dla cytochromu c), które 
po przedostaniu się do cytosolu aktywują szlaki apoptozy 
zależnej od mitochondrium, w tym sekwencyjne aktywa-
cje proteaz nazywanych kaspazami [122]. Cytochrom c 
po uwolnieniu z mitochondrium tworzy w cytosolu kom-
pleks z białkami APAF-1 (apoptotic protease-activating 
factor-1) i prokaspazą 9, który jest nazywany apoptoso-
mem. W apoptosomie zachodzi aktywacja kaspazy 9. 
Aktywna kaspaza 9 z kolei inicjuje aktywację kaspazy 3, 
która następnie trawi białka komórki w fazie egzekucyj-
nej apoptozy [98].
Ryc. 2.  Selekcja tymocytów z TCRab anty-HY/Db. Receptor antygenowy komórek T może być dla organizmu bezużyteczny (A), użyteczny (B) lub 
szkodliwy (C). Oznaczenia: H-2Db i H-2Dd – cząsteczki MHC klasy I kodowane przez gen w regionie D (tutaj haplotypy b i d), które prezentują 
peptydy receptorom antygenowym (TCRαβ) na limfocytach T CD8+. Wyjaśnienie pozostałych oznaczeń jest w wykazie skrótów
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       -               -               -               -               -       Podsumowując, tymocyty DP są zaprogramowane do apop-
tozy „przez zaniedbanie”, jeżeli w określonym czasie nie 
otrzymają ratującego przed apoptozą sygnału selekcji po-
zytywnej. Apoptoza jest indukowana w wyniku aktywacji 
białek Bax i Bak, do której może dochodzić spontanicznie, 
tzn. bez specjalnego induktora apoptozy. Podejrzewa się 
także udział glikokortykoidów lub adenozyny w indukcji 
apoptozy tych tymocytów DP, które nie otrzymały sygna-
łów selekcji pozytywnej [6,56]. Glikokortykoidy i adeno-
zyna mogłyby przyspieszać aktywację białek Bax/Bak. 
Głównym źródłem glikokortykoidów w organizmie są nad-
nercza, lecz także komórki epitelialne grasicy mogą wy-
twarzać glikokortykoidy [6,48]. Po wniknięciu do komór-
ki glikokortykoidy łączą się w cytoplazmie z receptorem 
glikokortykoidów, który po translokacji do jądra reguluje 
transkrypcję wielu genów. Natomiast adenozyna jest w gra-
sicy wytwarzana przez makrofagi fagocytujące apoptotycz-
ne tymocyty [56]. Receptory A2A adenozyny znajdują się na 
powierzchni tymocytów i ich aktywacja prowadzi do syn-
tezy cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) [91]. 
Z kolei aktywacja kinazy białkowej A przez cAMP prowa-
dzi do apoptozy tymocytów [71]. Szlaki biochemiczne ak-
tywowane przez glikokortykoidy i receptor A2A adenozyny 
mogą współdziałać w indukcji apoptozy z udziałem bia-
łek Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) [123].
7.2. Sygnały ratujące tymocyty przed programowaną 
śmiercią
Tymocyty wczesnego stadium DP są chronione przed apop-
tozą przez białko Bcl-XL, którego poziom zależy od eks-
presji genu aktywowanego przez receptor jądrowy RORgt, 
a następnie stężenia białek RORgt i Bcl-XL ulegają ob-
niżeniu [43,96]. Z kolei tymocyty późnego stadium DP 
przed apoptozą ratuje dopiero indukcja ekspresji genu bcl-
2 przez sygnały selekcji pozytywnej tych tymocytów, któ-
rych TCRab wiąże kompleksy peptyd/MHC na komórkach 
epitelialnych kory grasicy z powinowactwem wystarcza-
jącym do wywołania zmian konformacyjnych kompleksu 
TCRab/CD3 i aktywacji wewnątrzkomórkowych białek 
sygnałowych [18,80].
Tymocyty, które otrzymały sygnał selekcji pozytywnej 
wyróżniają się ekspresją CD69 (wczesny marker akty-
wacji limfocytów T) i zwiększeniem liczby receptorów 
TCRab na powierzchni komórki. Sygnał selekcji pozytyw-
nej powoduje również wyciszenie ekspresji genu kodują-
cego pTa i genów Rag1/Rag2 [109]. Tymocyty późnego 
stadium DP/CD69+ różnicują się w kierunku tymocytów 
stadium SP (CD4+CD8– lub CD4–CD8+) w zależności od 
koreceptora (CD4 lub CD8) współdziałającego z TCRab 
w oddziaływaniu z kompleksem peptyd/MHC [54,104].
Tymocyty DP/TCRabniski z receptorem TCRab anty-HY/Db, 
które jeszcze nie otrzymały sygnału selekcji pozytywnej 
(gdyż były izolowane z myszy H-2d), po wszczepieniu do 
grasicy samicy H-2b (MHC selekcjonujące pozytywnie) róż-
nicowały się do komórek CD4–CD8+TCRabwysoki, co stano-
wi bezpośredni dowód na różnicowanie tymocytów DP do 
tymocytów stadium SP w obecności pozytywnie selekcjo-
nujących kompleksów peptyd/MHC [100]. Proces selekcji 
pozytywnej tymocytów, ratujący przed zaprogramowaną 
śmiercią i dostarczający impulsów do dalszego różnicowa-
nia w kierunku komórek SP, wymaga wielokrotnych od-
działywań TCRab/CD3 z kompleksami peptyd/MHC na 
komórkach epitelialnych w korze grasicy [53].
7.3. Indukcja apoptozy zależnej od aktywacji 
TCRab/CD3
Tymocyty po selekcji pozytywnej migrują z kory do rdze-
nia grasicy, czyli do miejsca końcowego dojrzewania komó-
rek T przed opuszczeniem grasicy. Jeżeli jednak TCRab 
tymocytów ma zbyt duże powinowactwo do kompleksu 
peptyd/MHC na komórkach epitelialnych rdzenia grasi-
cy i na komórkach dendrytycznych, to wówczas takie ty-
mocyty są eliminowane w procesie selekcji negatywnej. 
Głównym mechanizmem selekcji negatywnej w grasicy jest 
indukcja apoptozy zależnej od aktywacji TCRab/CD3 [93]. 
Negatywnie selekcjonowane tymocyty oprócz aktywacji 
TCRab/CD3 otrzymują również dodatkowy sygnał nazy-
wany kostymulacją, który może być skutkiem aktywacji 
CD28 na tymocytach przez ligandy CD80/CD86, wystę-
pujące na komórkach prezentujących antygeny w rdzeniu 
grasicy, a więc zarówno na komórkach dendrytycznych, jak 
i na komórkach epitelialnych [74,95]. Delecję tymocytów 
DP/TCRabniski w procesie apoptozy indukowanej w wyni-
ku aktywacji autoreaktywnego TCRab anty-HY/Db u sam-
ców myszy H-2b obserwowano jednak na wcześniejszym 
etapie różnicowania tymocytów jeszcze w korze grasicy 
[52,99] (ryc. 2). Zatem delecja autoreaktywnych tymocytów 
może zachodzić zarówno w stadium różnicowania tymocy-
tów DP/TCRabniski w korze grasicy, jak i w późniejszych 
stadiach dojrzewania tymocytów SP/CD24wysoki w rdzeniu 
grasicy [45,50,95,111]. Należy jednak uczynić zastrzeże-
nie, że istotne rozbieżności między modelami badawczy-
mi w ustaleniu stadium różnicowania tymocytów, które in 
vivo podlegają procesom selekcji negatywnej, mogą być 
spowodowane zarówno przedwczesną ekspresją transge-
nów kodujących TCRab, jak też potencjalnymi różnica-
mi w prezentacji selekcjonującego antygenu. Prekursory 
autoreaktywnych komórek T CD8+ rozpoznających auto-
antygeny wszędobylskie mogłyby być eliminowane głów-
nie w korze grasicy z udziałem komórek epitelialnych kory 
grasicy, podczas gdy tymocyty rozpoznające autoantygeny 
tkankowoswoiste, a zwłaszcza autoreaktywne komórki T 
CD4+ byłyby eliminowane w rdzeniu grasicy przy współ-
udziale komórek dendrytycznych i epitelialnych [74,111]. 
Należy również podnieść istotne zastrzeżenie do mode-
li selekcji negatywnej tymocytów in vivo, w których my-
szom wstrzykuje się przeciwciała anty-TCRab/CD3 lub 
antygeny rozpoznawane przez TCRab, gdyż wówczas de-
lecja niedojrzałych tymocytów w grasicy może być indu-
kowana zarówno przez aktywację TCRab/CD3 na tymo-
cytach, jak również przez kortykosteron (glikokortykoid) 
i czynnik martwicy nowotworu (TNF-a), które są uwal-
niane do krążenia w wyniku aktywacji TCRab/CD3 na 
obwodowych limfocytach T [13,95].
Aby proces selekcji negatywnej był skuteczny w elimina-
cji autoreaktywnych tymocytów, muszą istnieć mechani-
zmy prezentacji w grasicy nie tylko antygenów występu-
jących powszechnie na wszystkich komórkach organizmu, 
ale również mechanizmy ekspresji antygenów tkankowo-
swoistych. Czynnik transkrypcyjny AIRE (autoimmune 
regulator) reguluje ekspresję przynajmniej części tkanko-
woswoistych antygenów w komórkach epitelialnych rdze-
nia grasicy [4,5]. Antygeny tkankowoswoiste prezentowa-
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       -               -               -               -               -       ne przez komórki dendrytyczne pochodzenia szpikowego 
mogą natomiast pochodzić z fagocytowanych apoptotycz-
nych komórek epitelialnych rdzenia grasicy [27,45,87]. 
Warto odnotować, że u myszy z nokautem AIRE–/– wyka-
zano zahamowanie selekcji negatywnej autoreaktywnych 
tymocytów w stadiach różnicowania DP i SP, co może po-
średnio wskazywać na prezentację tkankowoswoistych an-
tygenów również w korze grasicy [66].
Selekcja negatywna tymocytów w grasicy, nazywana cen-
tralnym mechanizmem tolerancji immunologicznej, nie jest 
oczywiście jedynym mechanizmem tolerancji wobec wła-
snych antygenów, tym bardziej że część potencjalnie auto-
reaktywnych komórek T nie ulega apoptozie i przedosta-
je się z grasicy do obwodowych narządów limfatycznych 
[45]. Autoreaktywne obwodowe limfocyty T na skutek 
ciągłej stymulacji TCRab przez autoantygen są elimino-
wane w procesie apoptozy zależnej od aktywacji recepto-
ra Fas przez ligand Fas [98]. Znaczącą rolę w aktywnym 
utrzymywaniu tolerancji wobec własnych antygenów peł-
nią komórki T regulatorowe (CD4+CD25+), których roz-
wój i aktywność supresorowa zależą od ekspresji i funk-
cji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 [30,46]. Jednak na 
znaczenie centralnego mechanizmu tolerancji immunolo-
gicznej w usuwaniu autoreaktywnych komórek T wskazu-
je dramatyczne przyspieszenie rozwoju chorób autoimmu-
nizacyjnych i skrócenie czasu życia myszy z podwójnym 
nokautem AIRE–/–Foxp3–/– w porównaniu ze zwierzętami 
z nokautem jedynie Foxp3–/– [93].
8. SZLAKI SYGNAŁOWE TCRab
Oddziaływanie kompleksu TCRab/CD3 komórki T z kom-
pleksem peptyd/MHC na komórce APC wywołuje zmiany 
konformacyjne wewnątrz kompleksu TCRab/CD3, które 
umożliwiają fosforylację reszt tyrozyny w motywach ITAM 
przez kinazę białkową LCK, która jest w kompleksie z ko-
receptorami [55]. W następstwie fosforylacji do miejsc 
ITAM jest rekrutowana kinaza białkowa ZAP70 oraz biał-
ko adaptorowe LAT. Kinaza białkowa ZAP70 fosforyluje 
reszty tyrozyny w białku LAT [94]. Fosforylowane biał-
ko LAT może wiązać fosfolipazę Cg1 (PLCg1) oraz biał-
ka adaptorowe GRB2 i GADS, które w cytosolu wystę-
pują w kompleksach GRB2/SOS i GADS/SLP76 (ryc. 3). 
Oddziaływanie TCRab z peptydami selekcjonującymi 
negatywnie prowadziło do wyższego poziomu fosforyla-
cji białka LAT (i w konsekwencji do rekrutacji komplek-
su białek GRB2/SOS), niż w następstwie oddziaływa-
nia TCRab z peptydami selekcjonującymi pozytywnie 
[22,82]. Fosfolipaza Cg1, która za pośrednictwem białek 
adaptorowych LAT i SLP76 jest rekrutowana do komplek-
su białek sygnałowych połączonych z TCRab/CD3, wy-
maga jeszcze aktywacji przez kinazę białkową fosforylu-
jącą reszty tyrozyny. Rolę tę pełni kinaza białkowa ITK, 
która wiąże się z białkiem SLP76 w sąsiedztwie PLCg1 
i jest aktywowana przez kinazę białkową LCK [10] (ryc. 
3). Fosfolipaza Cg1 hydrolizuje fosfatydyloinozytol błony 
komórkowej do trifosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglice-
rolu (DAG). IP3 jest rozpuszczalny w cytosolu i wiąże się 
ze swoistymi receptorami w siateczce śródplazmatycznej, 
co powoduje wzrost stężenia jonów Ca2+ w cytosolu, akty-
wację kalcyneuryny przez Ca2+ i zależną od kalcyneury-
ny translokację czynnika transkrypcyjnego NFAT do jądra 
komórki. Oddziaływanie TCRab z peptydami selekcjonu-
jącymi negatywnie prowadziło do większego wzrostu stę-
żenia Ca2+ w cytosolu, niż w następstwie oddziaływania 
TCRab z peptydami selekcjonującymi pozytywnie [22]. 
W przeciwieństwie do IP3, DAG pozostaje w błonie ko-
mórkowej i może aktywować kinazy białkowe C i D oraz 
RasGRP1 (ryc. 3).
Białko RasGRP1 jest wymieniaczem nukleotydu guano-
zynowego w białkach Ras. Białka Ras w stanie nieaktyw-
nym wiążą GDP. Białko RasGRP1 pobudza dysocjację 
GDP, co umożliwia zajęcie wolnego miejsca w Ras przez 
GTP, a to powoduje zmianę konformacji białka i aktywa-
cję Ras. Białko RasGRP1 jest niezbędne w selekcji po-
zytywnej, podczas gdy nie wykazano znaczącej roli tego 
białka w selekcji negatywnej tymocytów [97]. Białko 
RasGRP1 w wyniku aktywacji PLCg1 może być – za po-
średnictwem DAG – rekrutowane z cytosolu do błony ze-
wnątrzkomórkowej oraz do błony aparatu Golgiego, gdzie 
jest aktywowane przez fosforylację przez kinazę białkową 
C [9,23] (ryc. 3A). Jednak aktywowana przez Ca2+ GTP-
aza Ras (RasGAP) powoduje szybkie wyciszenie aktywa-
cji białka Ras związanego z zewnętrzną błoną komórkową, 
podczas gdy aktywność Ras związanego z błoną aparatu 
Golgiego jest długotrwała [9,76] (ryc. 3). Aktywacja Ras 
przez RasGRP1 prowadzi do aktywacji kinaz białkowych 
ERK1/ERK2, które pobudzają selekcję pozytywną tymo-
cytów [96].
W wyniku aktywacji TCRab/CD3 do białka LAT – za 
pośrednictwem białka GADS – jest rekrutowane wspo-
mniane biało adaptorowe SLP76. Kinaza białkowa ZAP70 
fosforyluje reszty tyrozyny w białku SLP76, które wów-
czas stają się miejscem rekrutacji kolejnych białek. Do 
białka SLP76 jest m.in. rekrutowane białko VAV, biorą-
ce udział w aktywacji białek RAC/CDC42, które biorą 
udział w przebudowie szkieletu komórki T w regionie 
tzw. synapsy immunologicznej, utworzonej między ko-
mórką T i komórką APC [35,75,105]. Białka adaptorowe 
LAT i SLP76 stanowią rusztowanie dla białek, które w na-
stępstwie aktywacji TCRab/CD3 są w sposób skoordy-
nowany rekrutowane do wieloskładnikowego komplek-
su, stabilizowanego dzięki wzajemnym oddziaływaniom 
tworzących go składników [59]. Na przykład rekrutacja 
PLCg1 wymaga związania tego enzymu zarówno z biał-
kiem LAT, jak i z białkiem SLP76 (ryc. 3). Wspomniane 
białko VAV jest niezbędne zarówno w pozytywnej, jak 
i negatywnej selekcji tymocytów, gdyż VAV dzięki od-
działywaniu z innymi białkami stabilizuje strukturę wielo-
skladnikowego kompleksu białek połączonych z TCRab/
CD3 i w ten sposób przyczynia się nawet do aktywacji 
PLCg1 [58,59,105].
Proponowany model aktywacji TCRab/CD3 zakłada zróż-
nicowaną rekrutację białek sygnałowych do kompleksu 
TCRab/CD3 w zależności od siły wiązania kompleksu 
peptyd/MHC przez TCRab i od czasu trwania aktywacji 
TCRab/CD3 [45,80,82,96]. Na przykład rekrutacja biał-
ka adaptorowego NCK do białka SLP76 wymaga odpo-
wiednich zmian konformacyjnych w części cytoplazma-
tycznej CD3e, zachodzących w wyniku oddziaływania 
TCRab/CD3 z kompleksem peptyd/MHC [31]. Do biał-
ka NCK może być rekrutowana kinaza białkowa seryno-
wo-treoninowa MINK, która jest niezbędna w selekcji ne-
gatywnej tymocytów (ryc. 3B). Szlak sygnałowy zależny 
Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 522-536
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       -               -               -               -               -       Ryc. 3.  Kompleks TCRαβ/CD3 aktywuje białka sygnałowe pełniące rolę w selekcji pozytywnej (A) i negatywnej (B) tymocytów. Ciemne fi  gury oznaczają 
białka niezbędne w selekcji pozytywnej (PLCγ1, RasGRP1, ERK1/2, NFAT) i negatywnej (PLCγ1, GRB2/SOS, MINK, JNK, p38); Ca – kalcyneuryna 
(fosfataza białkowa serynowo-treoninowa aktywowana przez kalmodulinę/Ca2+); CaM – kalmodulina (białko wiążące Ca2+); DGK - kinazy 
diacyloglicerolu; ER – siateczka śródplazmatyczna; PIP2 – dwufosforan fosfatydyloinozytolu; PA – kwas fosfatydylowy; PKC – kinaza białkowa 
C; PKD – kinaza białkowa D. Wyjaśnienie pozostałych oznaczeń jest w wykazie skrótów
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       -               -               -               -               -       od aktywności kinazy białkowej MINK nie został wyja-
śniony, chociaż udokumentowano udział MINK w szla-
kach sygnałowych prowadzących do aktywacji kinaz biał-
kowych JNK i indukcji ekspresji proapoptotycznego genu 
bim w tymocytach [73].
Reasumując: 
(1)    struktura kompleksu białek rekrutowanych do TCRab/
CD3 jest zależna od powinowactwa TCRab do kom-
pleksu peptyd/MHC;
(2)    w zależności od składu kompleksu białek związanych 
z TCRab/CD3 mogą w nim przeważać białka, któ-
rych aktywność prowadzi do selekcji pozytywnej lub 
negatywnej tymocytów. Na przykład RasGRP1 peł-
ni istotną rolę w selekcji pozytywnej, podczas gdy 
kinaza białkowa MINK pełni istotną rolę w selekcji 
negatywnej tymocytów.
8.1. Rola aktywacji kinaz białkowych ERK1/ERK2 
w selekcji pozytywnej oraz kinaz białkowych JNK 
w selekcji negatywnej tymocytów
W wyniku oddziaływania TCRab z ligandami selekcjonu-
jącymi pozytywnie dochodzi do aktywacji białka RasGRP1 
przez diacyloglirerol (DAG) w błonie aparatu Golgiego i na-
stępnie do słabej, ale długotrwałej aktywacji kinaz białko-
wych ERK1/ERK2, których aktywność jest niezbędna do 
selekcji pozytywnej tymocytów [22,96] (ryc. 3A). Jednak 
zbyt duża aktywność kinaz białkowych ERK1/ERK2 może 
hamować różnicowanie tymocytów z późnego stadium DP/
CD69+ do stadium SP, co zostało wykazane u myszy z no-
kautem izoform kinazy diacyloglicerolu [40].
W wyniku oddziaływania TCRab z ligandami selekcjonu-
jącymi negatywnie dochodzi natomiast do aktywacji kinazy 
białkowej MINK oraz rekrutacji kompleksu białek GRB2/
SOS do LAT (ryc. 3B). Białko SOS jest wymieniaczem 
GDP/GTP w białku Ras, którego aktywność jest jeszcze 
wzmacniana przez aktywny Ras [23]. Rekrutacja komplek-
su GRB2/SOS do LAT prowadzi więc do silnej aktywacji 
Ras oraz silnej, ale krótkotrwałej aktywacji ERK1/ERK2 
[96]. Powyżej zaznaczono, że selekcja pozytywna wyma-
ga słabej i długotrwałej aktywności ERK1/ERK2, podczas 
gdy krótkotrwała i silna aktywacja ERK1/ERK2 raczej 
powoduje apoptozę tymocytów. Aktywacja genów ściśle 
zależy od czasu trwania aktywacji kinaz białkowych. Na 
przykład krótkotrwała aktywacja ERK1/ERK2 jest wystar-
czająca do indukcji ekspresji c-fos, ale fosforylacja i stabi-
lizacja białka c-Fos wymaga już dłuższego czasu aktywa-
cji ERK1/ERK2 [7,78]. Od aktywności kinazy białkowej 
MINK i od białka GRB2 zależy aktywacja kinaz białko-
wych JNK i p38 w tymocytach selekcjonowanych nega-
tywnie [33,73] (ryc. 3B). Dominujący negatywny mutant 
Ras nie powodował obniżenia zależnej od białka GRB2 ak-
tywacji kinaz białkowych JNK, co wskazuje na niezależną 
od Ras aktywację kinaz białkowych JNK [33]. Tymocyty 
DP myszy z nokautami izoform JNK odznaczały się na-
tomiast opornością na indukcję apoptozy przez przeciw-
ciała anty-CD3 in vivo oraz in vitro, co wskazuje na zaan-
gażowanie kinaz białkowych JNK w selekcji negatywnej 
tymocytów [85,86]. Reasumując, aktywacja kinaz białko-
wych ERK1/ERK2 jest niezbędna do selekcji pozytywnej 
tymocytów, podczas gdy kinazy białkowe MINK i JNK 
przekazują sygnały do selekcji negatywnej. Kinazy biał-
kowe MINK i JNK indukują m.in. ekspresję genu proapop-
totycznego bim [73].
8.2. Rola białka Bim w selekcji negatywnej 
tymocytów
Białko Bim należy do grupy białek zawierających tylko 
proapoptotyczną sekwencję BH3 (tzn. nie zawiera charak-
terystycznych dla białek rodziny Bcl-2 domen BH1, BH2 
i BH4). Za pośrednictwem proapoptotycznej sekwencji BH3 
białko Bim może się wiązać z białkami antyapoptotycznymi 
rodziny Bcl-2 i inaktywować ich funkcję antyapoptotyczną 
[122]. Alternatywne składanie eksonów prowadzi do po-
wstawania kilku izoform Bim, wśród których są zawierają-
ce sekwencję BH3 izoformy BimAD, BimS, BimL oraz BimEL 
[69]. Izoformy BimAD i BimS mogą przez bezpośrednie od-
działywanie aktywować proapoptotyczne białko Bax [69].
U samców myszy z haplotypem H-2b, które zawierają trans-
geny kodujące receptor TCRab rozpoznający samczy an-
tygen HY w kontekście H-2Db (TCRab anty-HY/Db), de-
lecji ulegają tymocyty DP rozpoznające autoantygen [52] 
(ryc. 2). Obserwowano natomiast całkowite zahamowanie 
delecji autoreaktywnych tymocytów z TCRab anty-HY/
Db u samców (HY+H-2b) myszy z nokautem bim–/– [12]. 
Tymocyty DP izolowane z myszy bim–/– były również opor-
ne na indukcję apoptozy w wyniku poliklonalnej aktywacji 
TCRab/CD3 in vitro z użyciem przeciwciał anty-CD3e/
CD28 lub traktowania jonoforem Ca2+ [11,12]. Obserwacje 
te wskazują na białko Bim, które w tymocytach jest nie-
zbędne do apoptozy inicjowanej przez aktywację TCRab/
CD3 i wzrost stężenia jonów Ca2+ w cytosolu.
Sygnał selekcji negatywnej powoduje wzrost stężenia biał-
ka BimS, które ulega translokacji do mitochondrium [8,17]. 
Mechanizm indukcji ekspresji bim w tymocytach nie został 
jeszcze wyjaśniony. Postuluje się natomiast udział kinaz biał-
kowych MINK i JNK w regulacji ekspresji bim [93]. Kinazy 
białkowe JNK fosforylują reszty seryny w białku c-Jun po-
wodując aktywację czynnika transkrypcyjnego AP-1, który 
może uczestniczyć w aktywacji genu bim [90]. Sygnał se-
lekcji negatywnej prowadzi także do syntezy białek BimL 
i BimEL [89]. Jednak izoformy BimL i BimEL mogą być se-
kwestrowane w cytosolu i ich translokacja do mitochondrium 
zależy od fosforylacji Bim przez kinazy białkowe JNK [64].
Białko Bim indukuje apoptozę zależną od aktywacji ka-
spazy 9 w apoptosomie z udziałem cytochromu c i białka 
APAF-1. Jednak w przeciwieństwie do całkowitego zaha-
mowania delecji tymocytów z autoreaktywnym TCRab 
(TCRab anty-HY/Db) u myszy z nokautem bim–/–, stwier-
dzono jedynie częściowe zahamowanie apoptozy tymo-
cytów z autoreaktywnym TCRab u myszy z nokautem 
APAF-1–/– lub kaspazy 9–/– [41,106]. Postuluje się, że oprócz 
apoptozy zależnej od apoptosomu (cytochrom c/APAF-1/
kaspaza 9), także inne mechanizmy apoptozy zależnej od 
mitochondrium mogą brać udział w eliminacji autoreak-
tywnych tymocytów [61,70,92].
8.3. Rola sierocego receptora jądrowego Nur77 
w selekcji negatywnej tymocytów
Sygnał selekcji negatywnej tymocytów powoduje skoor-
dynowaną zmianę ekspresji wielu genów kodujących za-
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       -               -               -               -               -       równo czynniki transkrypcyjne, jak i białka przyczynia-
jące się do zmniejszenia adhezji tymocytów do macierzy 
międzykomórkowej i zwiększenia adhezji do sąsiednich 
komórek oraz do indukcji apoptozy [89]. Kompleksowa 
analiza ekspresji genów w kilku modelach doświadczal-
nych selekcji negatywnej tymocytów wskazuje na wzrost 
ekspresji m.in. genu wczesnej odpowiedzi, który koduje 
czynnik transkrypcyjny Nur77 [8,89]. Nur77 i homolo-
giczne białko Nor-1 należą do nadrodziny receptorów ją-
drowych, obejmującej także klasyczne receptory hormo-
nów steroidowych. Jednak Nur77 i Nor-1 są receptorami 
sierocymi, gdyż nie jest znany ich ligand, a badania struk-
turalne wykazały, że Nur77 nie ma nawet kieszeni mogą-
cej pomieścić ligand [29]. Ekspresję genów nur77 i nor-1 
obserwowano w apoptotycznych tymocytach myszy, któ-
rym podawano dootrzewnowo przeciwciała anty-CD3 [20]. 
Także aktywacja in vitro kompleksu TCRab/CD3 w hy-
brydoma limfocytu T prowadziła do utrzymującej się kil-
kanaście godzin ekspresji nur77 i apoptozy komórek, pod-
czas gdy traktowanie estrem forbolu powodowało jedynie 
krótkotrwałą indukcję ekspresji nur77, której nie towarzy-
szyła apoptoza komórek [67,118]. Masową apoptozę tymo-
cytów DP obserwowano również w grasicach myszy z eks-
presją transgenów nur77 lub nor-1, podczas gdy tymocyty 
DN charakteryzowały się opornością na indukcję apoptozy 
przez Nur77 i Nor-1 [16,20,116]. Analiza ekspresji Nur77 
w subpopulacjach tymocytów izolowanych z prawidłowych 
myszy szczepu C57BL/6 wykazała ekspresję Nur77 w ty-
mocytach DP/CD69+ kory grasicy oraz w niedojrzałych ty-
mocytach SP/CD24wysoki rdzenia grasicy, a więc w tymocy-
tach wrażliwych na selekcję negatywną [21].
Wyciszenie ekspresji genu nur77 lub hamowanie funk-
cji białka Nur77 (przez dominujący negatywny mutant 
Nur77) prowadziły do hamowania apoptozy hybrydo-
ma komórek T w odpowiedzi na aktywację TCRab/CD3 
[67,118]. Dominujący negatywny mutant Nur77 hamował 
in vivo delecję autoreaktywnych tymocytów z TCRab an-
ty-HY/Db u samców (HY+H-2b), co wskazuje na udział 
Nur77 w procesie selekcji negatywnej tymocytów [124]. 
Jednak u myszy z nokautem nur77–/– nie stwierdzono za-
burzenia procesu selekcji negatywnej tymocytów [63]. 
Przypuszczalnie białko Nor-1 może w tymocytach zastę-
pować Nur77 w szlakach sygnałowych apoptozy zależnej 
od aktywacji TCRab/CD3 lub selekcja negatywna tymo-
cytów może zachodzić bez udziału białek Nur77. Myszy 
z podwójnym nokautem nur77–/–nor-1–/– nie przeżywały 
miesiąca z powodu ostrych białaczek szpikowych, pozo-
stawiając bez odpowiedzi pytania o wrażliwość tymocy-
tów nur77–/–nor-1–/– na apoptozę w odpowiedzi na aktywa-
cję TCRab/CD3 [77].
Podsumowując, Nur77 powoduje apoptozę tymocytów 
w odpowiedzi na aktywację TCRab/CD3, ale w przeci-
wieństwie do Bim, selekcja negatywna tymocytów przy-
puszczalnie może zachodzić także bez udziału Nur77. 
Białko Nur77 pełni funkcję aktywatora transkrypcji w ją-
drze komórki i może również przekazywać sygnał do zmia-
ny konformacji białka Bcl-2 w błonie mitochondrium [57]. 
Oddziaływanie białek Nur77 i Bcl-2 może prowadzić do 
wyciszenia antyapoptotycznej funkcji Bcl-2 i ekspozycji 
przez Bcl-2 proapoptotycznej sekwencji BH3, która z ko-
lei może wyciszać antyapoptotyczną funkcję białka Bcl-XL 
[57,65]. Przypuszczalnie białko Nur77, indukowane w ty-
mocytach w następstwie aktywacji TCRab/CD3 przez 
kompleks peptyd/MHC selekcjonujący negatywnie, może 
wspomagać białko Bim w indukcji apoptozy tymocytów 
rozpoznających własne antygeny organizmu.
9. PODSUMOWANIE
Istotą różnicowania tymocytów są rearanżacje genów ko-
dujących receptory antygenowe (TCRab i TCRgd), w po-
łączeniu z selekcją prekursorów limfocytów T zawierają-
cych receptory użyteczne w rozpoznaniu obcych antygenów. 
TCRab może być użyteczny w rozpoznaniu obcego anty-
genu, jeżeli rozpoznaje własne MHC, ale nie rozpoznaje 
prezentowanych w kontekście MHC własnych antygenów 
organizmu. Procesy selekcji i ekspansji tymocytów zawiera-
jących użyteczny produkt zrearanżowanych genów (TCRgd, 
pre-TCR, TCRab) są regulowane przez wiele czynników 
transkrypcyjnych, w tym przez sieroce receptory jądrowe 
RORgt i Nur77. Sierocy receptor jądrowy RORgt jest nie-
zbędny w różnicowaniu tymocytów stadium ISP (z pre-
TCR) do tymocytów DP (z TCRab) oraz w przeżyciu ty-
mocytów wczesnego stadium DP, gdyż RORgt reguluje 
poziom antyapoptotycznego białka Bcl-XL. W kolejnych 
stadiach rozwojowych tymocytów aktywacja TCRab do-
starcza zarówno sygnałów ratujących przed apoptozą tymo-
cyty z TCRab użytecznym, jak i sygnałów indukujących 
apoptozę tymocytów z TCRab wykazującym zbyt duże po-
winowactwo do własnych antygenów w kontekście MHC. 
W wyniku oddziaływania TCRab z ligandami selekcjonu-
jącymi negatywnie jest indukowana ekspresja m.in. genów 
kodujących proapoptotyczne białko Bim i sierocy receptor 
jądrowy Nur77. Białko Bim, które jest niezbędne w selek-
cji negatywnej tymocytów, może bezpośrednio aktywować 
proapoptotyczne białko Bax prowadząc do aktywacji ka-
spaz i fazy egzekucyjnej apoptozy. Natomiast rola Nur77 
w selekcji negatywnej tymocytów nie została w pełni wyja-
śniona. Ekspresja genu nur77 prowadzi do apoptozy tymo-
cytów, ale selekcja negatywna tymocytów może zachodzić 
także bez udziału Nur77. Białko Nur77 może pełnić funk-
cję zarówno aktywatora transkrypcji genów, jak i poprzez 
oddziaływanie z białkami na powierzchni mitochondrium 
może prowadzić do wyciszenia antyapoptotycznej funkcji 
białek Bcl-2 i Bcl-XL. Przypuszczalnie białko Nur77 może 
wspomagać białko Bim w indukcji apoptozy tymocytów 
rozpoznających własne antygeny organizmu, co wymaga 
potwierdzenia w dalszych badaniach.
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